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The main objective on this work was the study of the carbohydrate content found on 
the fruit pulp of Spondias cytherea. Organic extractions were carried out yielding 77% of low 
molecular weight compounds (20% lipids). The total sugar content from the integral pulp 
yield was 41% as by the Ph0 H-H2S04 method, the integral pulp has also presented 3% of 
uronic acids content. Total acid hydrolysis of low molecular weight compounds gave rise to 
Glc, Man, Ara and Ins in a 88:4:3:2 molar ratio respectively, the presence of these sugars 
was also confirmed by paper cromatography using AgN03 a developer sucrose was not 
detected. A 13C NMR spectrum was also performed confirming the absence of sucrose. 
CHCI3:MeOH (2:1, v/v), (CH3)2CO and EtOH extracts were methanolyzed with 3% HCI 
under reflux in order to analyze the fatty acid composition and thus showed the presence 
mainly of Curo, C1&0, C1&2, C-i&s, C20:4 and C22:o fatty acids methyl esters analysed by GC- 
MS. The polysaccharides were obtained via hot aqueous and alkaline extractions. The 
fonmer was precipitated with HCI (pH 2) resulting in two new fractions (sbn. HCI and ppt. 
HCI). These along with the 2% KOH fraction, were submitted to freeze/thawing (F/T) and 
amylase treatment in order to eliminate the starch. The F/T precipitated (PAPS) and 
supematant (SASS) of the sbn HCI fraction showed 17% and 10% of starch respectively. 
The ppt HCI fraction did not contain starch in either of its F/T sub-fractions. The 2% KOH 
fraction resulted in 71% of starch in the F/T supematant and 8.5% in its precipitate. The 
total starch found in the integral fruit pulp was estimated as about 5% of its dry weight. The 
SASS fraction was selected to be characterized and the monosaccharide composition 
presented Ara, Gal, Glc and Rha in a 41:33:15:10 molar ratio respectively. The 
homogeneity analysis suggested a pectin aggregated with another polysaccharide. The 13C- 
NMR spectrum showed three main signals in the anomeric region at ô 107.5, 103.5 and 
100.1 which were attributed to a-L-Araf, a-D-Galp and a-D-GIcpA respectively, the latter 
being confirmed by the presence of signals at ô 174.5 and ô 170.5, corresponding to C-6 of 
the uronic acid residue esterified and not esterified by methyl groups. These results 
reinforce the previous suggestion of a mixture of two polysaccharides, namely an 
arabinogalactan and a pectin.
RESUMO
0 principal objetivo deste trabalho foi o estudo dos carboidratos encontrados na 
polpa do fruto de Spondias cythenea. Extrações orgânicas foram feitas apresentando um 
rendimento de 77% de material de baixa massa molecular (20% lipídeos) do material total 
extraído. O conteúdo de açúcar total da polpa integral foi de 41% segundo o método do 
Ph0 H-H2S04 , a polpa integral também apresentou 3% de ácidos urônicos. Hidrólise ácida 
total dos compostos de baixa massa molecular revelou a presença de Glc, Man, Ara e Ins 
numa proporção molar de 88:4:3:2 respectivamente, a presença destes açúcares foi 
também confirmada por cromatografia em papel utilizando AgN03 como revelador 
sacarose não foi detectada. Um espectro de RMN de 13C foi realizado confirmando a 
ausência de sacarose. Os extratos CHC^MeOH (2:1, v/v), (CH3)2CO e EtOH foram 
metanolizados com HCI 3% sob refluxo na intenção de analisar a composição dos ácidos 
graxos presentes sendo eles principalmente os metil-ésteres de of Cu:o, C1&0, Ci8:2, Ci8:3, 
C20:4 e C22:o analisados por GC-MS. Os polissacarídeos foram obtidos através de extração 
aquosa e alcalina a quente. O extrato da primeira foi então precipitada com HCI (pH 2,0) 
resultando em duas novas frações (sbn HCI e ppt HCI). Ambas, juntamente com a fração 
KOH 2%, foram submetidas a gelo/degelo (G/DG) e tratamento com amilase para a 
eliminação do amido. O precipitado G/DG (PAPS) e o sobrenadante (SASS) da fração sbn 
HCI apresentaram 17% e 10% de amido respectivamente. A fração ppt HCI não apresentou 
quantidade significativas de amido em nenhuma de suas subtrações G/DG. A fração KOH 
2% resultou em um conteúdo de 71% de amido em seu sobrenadante G/DG e 8,5% em 
seu precipitado. A quantidade total de amido presente na polpa integral do fruto foi de 
aproximadamente 5% do seu peso seco. A fração SASS foi selecionada para ser 
caracterizada e apresentou uma composição monossacarídica de Ara, Gal, Glc e Rha 
numa razão molar de 41:33:15:10 respectivamente. A análise de homogeneidade sugeriu 
uma pectina agregada a um outro polissacarídeo. A análise de RMN de 13C mostrou três 
sinais principais na região anomérica em ô 107.5, 103.5 e 100.1 que foram atribuídos a a- 
L-Araf, a-D-iGalp and a-D-AGIup, o último sendo confirmado pela presença de sinais em ô 
174.5 e ô 170.5 correspondendo aos sinais de C-6 esterificados e não esterificados por 
grupos metil. Estes resultados reforçam a sugestão prévia de uma mistura de dois 




Os glicídios são uma das grandes classes de macromoléculas biológicas 
naturais juntamente com proteínas e lipídios. Carboidratos possuem uma 
fórmula geral representada por CH2O e, portanto, foram antes denominadas 
como "hidratos de carbono". Contudo, 0 arranjo dos átomos em carboidratos 
tem pouca relação com moléculas de água. Carboidratos contêm grandes 
quantidades de grupos hidroxila e são basicamente divididos em dois grupos 
segundo outros grupamentos químicos presentes: aldeídos ou cetonas. São 
divididos também de acordo com o tamanho de suas moléculas: 
monossacarídeos (glucose), oligossacarídeos (lactose, sacarose) e 
polissacarídeos (celulose, amido). As unidades monossacarídicas ligam-se 
geralmente por de ligações O-glicosídicas em qualquer um dos carbonos da 
molécula. A estereoquímica das moléculas de carboidratos é dependente da 
posição da hidroxila do carbono anomérico (C-1) em relação ao restante da 
molécula, desta forma os monossacarídeos são encontrados nas formas a ou p 
e sofrem 0 processo de mutarotação. Alguns tipos de carboidratos ainda 
podem apresentar em sua estrutura átomos de nitrogênio, fósforo e enxofre 
(NELSON e COX, 2000).
1.2. A Importância dos Carboidratos
Os carboidratos desempenham várias funções nos sistemas vivos. 
Podem ser parte de um sistema estrutural (celulose, hemicelulose, pectinas),
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de reserva (glicogênio, amido), energético (glucose) ou apresentar atividade 
biológica em outros processos (heparina). Associações de carboidratos com 
outras moléculas orgânicas ocorrem naturalmente na forma de glicolipídeos e 
glicoproteínas e são parte importante do metabolismo de várias formas animais 
e vegetais.
1.2.1. Monossacarídeos
Os açúcares que são encontrados em materiais naturais são 
particularmente importantes por causa de suas funções biológicas e suas 
atuais ou potenciais aplicações na indústria. A cadeia de monossacarídeos 
naturais geralmente varia de 3 a 9 átomos de carbono, contudo os 
monossacarídeos mais freqüentemente encontrados são certamente as 
pentoses (5 átomos de C) e as hexoses (6 átomos de C).
Açúcares naturais comumente ocorrem em combinações glicosídicas (de 
duas ou mais moléculas do mesmo ou diferentes açúcares) que podem 
estender-se a polímeros. Numerosas substâncias ocorrem naturalmente nas 
quais os monossacarídeos ligados são constituintes importantes. Um bom 
exemplo é a presença do monossacarídeo fosforilado D-ribose e 2-deoxi-D- 
eritro-pentose (2-desoxi-D-ribose) achados em nucleotídeos poliméricos (ácidos 
nucleicos). Monossacarídeos livres também desempenham um papel 
importante no metabolismo biológico. Alguns açúcares ocorrem livres em 
plantas tais como D-glucose, L-arabinose e D-frutose. No que diz respeito a 
ocorrência de açúcares livres em animais, D-glucose é um componente normal 
do sangue, linfa e outros fluidos corporais. Foi achado L-frutose no sangue de
4
neonatos; esta cetose também é achada no sêmen. Traços de várias pentoses 
e hexoses são achados normalmente na urina humana, o nível de dois 
açúcares, L-xilulose e D-glucose, são aumentados em casos de pentosuria e 
diabetes respectivamente (SCHAFFER, 1972).
As fontes preferidas de monossacarídeos são certamente os 
polissacarídeos, constituídos de repetidas unidades destas moléculas. Os 
diferentes monômeros de um polímero podem ser separados facilmente 
através de hidrólise ácida e oferecem um bom rendimento. Outras fontes mais 
complexas podem fornecer apenas uma limitada quantidade de material 
monossacarídico e usualmente não são eficientes para os propósitos 
desejados.
1.2.2. Oligossacarídeos
Os oligossacarídeos compreendem uma grande e importante classe de 
carboidratos que são achados tanto livres quanto combinados em virtualmente 
qualquer organismo vivo. Em estrutura os oligossacarídeos são compostos de 
relativamente poucas unidades de monossacarídeos ligados através de 
ligações glicosídicas que são facilmente hidrolisadas em solução ácida para 
fornecer sua composição monossacarídica. É postulado que um carboidrato 
composto de 2 a 10 resíduos de monossacarídeos quimicamente ordenados 
definem a estrutura de um oligossacarídeo. Oligossacarídeos que ocorrem 
livres na natureza geralmente possuem algumas propriedades estruturais 
únicas ou propriedades pouco comuns que têm um valor especial para os 
organismos biológicos (KANDLER, 1980). Os exemplos mais comuns deste
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grupo são a sacarose e a lactose, o primeiro sendo distribuído universalmente 
em plantas e o segundo sendo o principal carboidrato constituinte das 
secreções das glândulas mamárias.
Muita ênfase tem sido dada nas últimas décadas sobre natureza e 
função de muitas enzimas, incluindo glicosidases, e muitos oligossacarídeos 
têm sido sintetizados utilizando estas enzimas. Uma variedade de métodos 
químicos está disponível para a síntese de oligossacarídeos, sendo estas pela 
união de monossacarídeos ou pela quebra de polissacarídeos para formar 
subunidades oligossacarídicas. Há também várias técnicas de análise 
estrutural das moléculas de oligossacarídeos e centenas de estruturas já foram 
classificadas, entretanto, ainda existem muitas moléculas a serem esclarecidas 
estruturalmente, assim como funcionalmente. A função biológica de vários 
oligossacarídeos é bem conhecida mas há muitas áreas para a pesquisa 
química, enzimologia e função de oligossacarídeos a serem descobertas. 
(PAZUR, 1970)
1.2.3. Polissacarídeos
Polissacarídeos são componentes de quase todos os organismos vivos. 
São muito abundantes nas ordens superiores de plantas e em algas marinhas 
onde constituem aproximadamente três quartos do peso seco. São abundantes 
também em fungos e no exoesqueleto de insetos e crustáceos. Aparecem 
como importante componente das cápsulas de microorganismos e na 
cartilagem de animais, pele e mucosas. Os polissacarídeos desempenham 
papéis diversos na fisiologia de plantas, animais e microorganismos. Servem
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também como estrutura material em plantas e em muitos organismos fornece 
combustível de reserva para manter a uniformidade da queima energética do 
metabolismo. Como material de superfície servem para proteger tecidos da 
dessecação e como gomas são exudadas das plantas servindo para selar e 
proteger ferimentos. Alguns polissacarídeos ácidos agem como moléculas de 
adesão celular no tecido cortical de frutos (KNEE, 1978). São importantes no 
reconhecimento do grupo sangüíneo e especificidade de outras reações 
imunológicas nos animais. Enfim, muitos outros papéis dos muitos 
polissacarídeos estão por ser desvendados.
Em abundância, a celulose transcende todos os outros polissacarídeos; 
em peso ela sozinha igualar-se-ia a todos os outros polissacarídeos 
combinados. Talvez as próximas em abundância seriam as xilanas, 
componentes que fazem parte da estrutura vegetal. Em quantidades mais 
modestas ocorrem os ágares, encontrados nas algas marinhas. A quitina dos 
insetos e conchas de crustáceos e as pectinas e amido ocorrem também em 
quantidades significativas. Polissacarídeos contendo apenas um tipo de 
unidade monossacarídica (homopolissacarídeos) são mais abundantes do que 
outros formados por dois ou mais tipos de unidades monoméricas 
(heteropolissacarídeos), contudo, os últimos são mais numerosos. Polímeros 
de D-glucose (glucanas) são os mais abundantes considerando que a celulose, 
amido (amilose e amilopectina) e laminaranas são membros desta classe.
As pectinas constituem uma classe particular de polissacarídeos por 
apresentarem cadeias principais ácidas. Três pectinas são fundamentalmente 
encontradas na parede celular primária de plantas superiores:
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homogalacturonana, ramnogalacturonana I e ramnogalacturonana II. Pectinas 
apresentam estruturas complexas altamente ramificadas e que parecem ser 
conservadas dentro das diferentes famílias vegetais (WILLATS et al, 2001). 
Outra classe importante de polissacarídeos são as arabinogalactanas. Estas 
moléculas encontram-se freqüentemente ligadas covalentemente a proteínas e 
possuem um papel fundamental na fisiologia vegetal. Estão presentes em 
praticamente todas as famílias de vegetais superiores e participam de variadas 
funções tais como divisão celular, apoptose, embriogênese somática, 
crescimento do tubo polínico, microesporogênese, formação do xilema e 
regulação no crescimento. Diferentes arabinogalactanas-proteína (AGP) podem 
estar presentes em vários tecidos e diferente localização celular, algumas 
ainda parecem desaparecer durante o desenvolvimento. Apesar da 
confirmação da presença de AGPs nos diversos processos fisiológicos 
descritos, ainda não há uma relação entre a função de uma única 
arabinogalactana e sua estrutura (NOTHNAGEL etal, 2001).
Polissacarídeos são formados geralmente em condições impuras sendo 
depositados juntamente com proteínas, lipídeos e muitas outras substâncias 
biológicas. Alguns exudatos de plantas (gomas) são praticamente 
polissacarídeos puros apresentando apenas traços de outros materiais. O 
mesmo ocorre com o amido acumulado em certas sementes e raízes de 
tuberosas. Animais produzem certamente menos polissacarídeos do que as 
plantas, ainda assim, esta pequena variedade tem uma importância crucial na 
fisiologia de um organismo. Glicogênio é formado a partir de unidades de d -  
glucose e usado como reserva energética encontrado em virtualmente todo o
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reino animal. A heparina é um polissacarídeo importante na anticoagulação 
sangüínea nos animais (WHISTLER, 1953).
O ácido hialurônico é importante na fixação celular, particularmente 
tecidos mesenquimais, e sua destruição pode deixar o tecido exposto à invasão 
e difusão de microorganismos. Animais de grande porte não necessitam de 
polissacarídeos para auxiliar na sua estrutura corporal, alguns animais 
menores contudo usam quitina como material principal de sustentação. Outras 
moléculas estruturais importantes na resistência e sustentação mecânica em 
animais são as proteoglicancas, agregados de proteínas e polissacarídeos 
presentes na matriz celular.
1.3. Química de Carboidratos
Os processos cromatográficos, espectrofotométricos e espectrométricos 
são comumente utilizados na elucidação estrutural e composição química de 
macromoléculas (oligo e polissacarídeos) baseados em seu constituinte 
unitário (monossacarídeos).
Mono, oligo e polissacarídeos exibem uma grande variedade estrutural 
com vastas diferenças químicas e propriedades físicas. Os polissacarídeos em 
especial podem ser formados por várias unidades diferentes de 
monossacarídeos (heteropolissacarídeos) ou constituídos pela mesma unidade 
monossacarídica (homopolissacarídeos) com diversas possibilidades de 
ramificações e ligações glicosídicas. Em contraste com os vários métodos 
disponíveis para análise de outra grande classe de moléculas biológicas, os 
aminoácidos, não há uma metodologia simples que seja adequada para a
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análise qualitativa e quantitativa de todos os glicídios (NELSON e COX, 2000). 
A escolha do método dependerá do número de fatores incluindo a eficácia 
necessária e a disponibilidade dos recursos. As técnicas mais comumante 
utilizadas para uma análise qualitativa e quantitativa de misturas de 
monossacarídeos são a cromatografia líquida de alta performance (HPLC) e a 
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), bem 
como o uso de técnicas cromatográficas mais simples como cromatografia em 
papel (CP) e cromatografia de camada delgada (CCD ou TLC) e métodos 
colorimétricos, como o fenol-sulfúrico (PhOHihhSO^. A utilização da 
espectroscopia de infravermelho (IR) e ressonância magnética nuclear (RMN) 
de 1H e 13C aliada à espectrometria de massa vem sendo amplamente utilizada 
na determinação estrutural de glicídios, desde monossacarídeos (BOCK et ai, 
1984) até polissacarídeos (GORIN, 1981) bem como oligossacarídeos e 
glicoconjugados.
1.4. Spondias cytherea (cajá)
O gênero Spondias é representante da família Anacardiaceae e 
apresenta várias espécies (S. mombin, S. purpurea, S. tuberata, S. mangifera, 
etc) distribuídas em toda a região tropical mas principalmente nos países da 
América do Sul. A espécie mais conhecida é Spondias cytherea (cajá), nativa 
de ilhas do Pacífico mas cultivada pantropicalmente. S. cytherea é uma árvore 
de médio porte e de crescimento rápido que pode alcançar até 15 metros de 
altura. Possui uma copa exuberante com folhas compostas pinadas que 
crescem até 30 centímetros de comprimento. As folhas caem por breves
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períodos durante os meses de inverno. Pequenas flores brancas nascem em 
aglomerados durante o verão e os frutos ovais com 4 a 6 centímetros 
amadurecem no üutono. Os frutos maduros apresentam uma casca amarelo- 
dourada e uma polpa laranja-amarelada circundando uma única semente 
(Figura 01).
Figura 01 -  Tipo de folha e frutos de Spondias cytherea.
No Brasil, encontra-se esta planta nas regiões Norte e Nordeste, da 
floresta amazônica até o extremo norte da Bahia. Grandes propriedades 
dedicam-se a cultura de cajá principalmente nos estados do Piauí, Maranhão e 
Bahia, havendo também áreas de cultivo isoladas no Paraná e Santa Catarina. 
A planta é sensível ao frio quando jovem e deve estar protegida de geadas ou 
climas frios. Mesmo plantas adultas podem perecer em temperaturas inferiores 
a 10°C. Seu melhor crescimento é encontrado quando exposta diretamente ao 
sol, podendo crescer até 2 metros num único ano. Seus frutos porém são 
melhor produzidos quando a planta cresce sob uma leve sombra, estas não 
devem porém ser plantadas sob outras árvores de copa larga que produzem 
muita sombra. É conhecida popularmente como Cajá mas encontram-se outras 
nomenclaturas tais como Cajá-manga, Cajá-mirim, Cajarana, Umbu, Taperabá
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e Ciriguela, dependendo do local onde sào encontradas. Os frutos quando 
maduros, possuem um sabor ácido-adocicado e são de grande importância 
para a alimentação dos animais nas regiões onde crescem nativos e 
apreciados comercialmente pelo homem. Podem ser consumidos crus ou 
cozidos mesmo antes de amadurecerem, também são usados na fabricação de 
doces, geléias, sorvetes e sucos. Através de sua fermentação faz-se uma 
bebida alcoólica. Da resina pegajenta do cajazeiro faz-se cola para indústrias. 
Existem alguns relatos sobre a composição química dos frutos, principalmente 
com enfoque nutricional. A literatura em medicina nutricional traz especulações 
sobre a porcentagem de proteínas, glicídios, lipídios e vitaminas presentes nos 
frutos de cajá, porém muitas destas informações são conflitantes e não podem 
ser tomadas como verdadeiras sem um estudo científico que as comprovem.
Algumas propriedades das anacardiáceas são relatadas na farmacologia 
popular. O fruto de Anacardium occidentale (cajú), membro da família 
anacardiaceae ao qual o gênero Spondias pertence, é dito conter propriedades 
antivirais e antiinflamatórias (ABAD et ai, 1996), combate a diarréia e funciona 
como creme para cicatrização. Trabalhos científicos demonstram a atividade 
antitumoral in vitro de frações extraídas do fruto de A. occidentale (KUBO et ai, 
1993). Na farmacologia tradicional Peruana, a casca do tronco de S. cytherea é 
utilizada para a preparação de soluções anti-sépticas (VILLEGAS et ai, 1997). 
Na Colômbia, as raízes são utilizadas na medicina popular para tratamento de 
diarréia, febre e enxaqueca. Infusões das folhas (chá) são utilizadas no 
tratamento de resfriados, febres, gonorréia, cistites, uretrites e na limpeza e 
cicatrização de ferimentos. Outras espécies de Spondias já foram estudadas e
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suas atividades farmacológicas comprovadas, como no caso de S. mombin 
cujo extrato alcoólico das folhas apresentou alta atividade antibiótica 
comparável a de drogas clássicas como ampicilina e gentamicina (AiO et ai, 
1999). Não há contudo registro do uso dos frutos de S. cytherea ou de qualquer 
outra espécie do gênero como agente farmacológico ou de tratamento de 
doenças.
A presença de polissacarídeos em exudatos vegetais (gomas) é bem 
conhecida. Alguns trabalhos relatam a estrutura de oligo e polissacarídeos em 
exudatos de plantas da família anacardiaceae como Anacardium occidentale 
(MENESTRINA et ai, 1998), Spondias mombin (PINTO et al, 2000) e Spondias 
pinnata (PRADYOT, 1981). A atividade farmacológica presente em exudatos de 
anacardiáceas é relatada por MARQUES (1991). Polissacarídeos de parede 
celular de Spondias cytherea também foram estudados por MASSIOT et ai 
(1991), assim como alguns óleos extraídos de diferentes espécies de Spondias 
(LEMOS et al., 1995). Em contrapartida, nenhuma bibliografia científica 
abrangendo a composição de carboidratos dos frutos das diferentes espécies 
de Spondias foi encontrada.
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2. OBJETIVOS
0 presente trabalho teve como objetivos:
Objetivo Geral
• Estudo de carboidratos da polpa do fruto de Spondias cytherea (cajá).
Objetivos Específicos
• Extrair e purificar polissacarídeos e carboidratos de baixo peso molecular da 
polpa do fruto de Spondias cytherea (cajá) utilizando solventes orgânicos e 
aquosos em extrações seqüenciais.
• Caracterizar estruturalmente os polissacarídeos e carboidratos de baixo 
peso molecular extraídos utilizando técnicas espectroscópicas (RMN), 
espectrométricas (GC-MS) e métodos químicos.
• Extrair os ácidos graxos da polpa da fruta de Spondias cytherea (cajá) 
utilizando solventes orgânicos.
• Determinar a composição de ácidos graxos por GC-MS
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3. MATERIAIS E MÉTODOS
3.1. Materiais e Reagentes
Padrões de monossacarídeos (ác. glucurônico, ác. galacturônico, 
glucose, arabinose, galactose, manose, xilose, ribose, ramnose, fucose, 
outros), dissacarídeos (lactose, sacarose e trealose) e poliálcoois (inositol e 
manitol) foram obtidos da Sigma Chemical Co.
Papel filtro para cromatografia no. 1 (qualitativo) e no. 3 (preparativo) 
foram obtidos da Whatman.
Solventes para cromatografia em papel (/7-butanol, piridina, etanol, iso- 
propanol, ác. acético, acetato de etila) e reagentes reveladores (nitrato de 
prata, cloridrato de p-anisidina, orcinol e ác. sulfúrico) foram obtidos da Merck.
Qualquer outro produto ou reagente utilizado durante a realização deste 
trabalho possuía grau analítico de pureza.
3.2. Equipamentos
Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear -  RMN Bruker DRX 400 
Cromatógrafo Gasoso Espectrômetro de Massa -  GC-MS Varian ITD 3300 
Cromatógrafo Líquido de Alta Performance -  HPLC Shimadsu 
Cromatógrafo de Gel-Permeação -  GPC Walters Wyatt 
Cromatógrafo Líquido-Gasoso -  GLC HP 5890 II 
Espectrofotômetro Hitachi U-2001 
Liofilizador Edwards
Equipamentos comuns de laboratório (balança, estufa, capela, etc.)
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3.3. Material Biológico
A polpa integral da fruta de Spondias cytherea (cajá) foi fornecida pela 
BRASFRUF-FRUTOS DO BRASIL LTDA situada à Rod. BR 324, Km 98, Feira 
de Santana, BA. A indústria não faz nenhum tipo de tratamento químico prévio 
com o fruto para a comercialização.
3.4. Obtenção das Frações
Uma porção da polpa do fruto de Spondias cytherea foi liofilizada para a 
obtenção do peso seco do material (36 g). Com o peso do material seco foram 
realizadas sucessivas extrações orgânicas e aquosas diferenciadas para a 
obtenção dos rendimentos de cada fração e análise dos compostos de cada 
extração.
3.4.1. Obtenção de Compostos de Baixo Peso Molecular
A obtenção de oligossacarídeos e outros compostos de baixo peso 
molecular foi feita através de extrações sucessivas do material previamente 
seco e pesado. Primeiramente, o material foi extraído em CHC^MeOH (2:1 
v/v) a 70° durante 2 horas em sistema de refluxo (3x). O resíduo desta extração 
foi submetido a extração com acetona, sob as mesmas condições (3x). As 
próximas extrações foram feitas em EtOH e posteriormente em água durante 2 
horas a 100° C em sistema de refluxo (3x). O extrato aquoso sofreu então 
precipitação etanólica (3:1 v/v) e foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 min. O 
fluxograma de extração é mostrado na figura 02. Todos os extratos obtidos e a
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fração do sobrenadante etanólico da extração aquosa (SBN EtOH) foram 
liofilizados e pesados para que se obtivesse o peso seco e o rendimento total 
de cada extração.
3.4.1.1. Fracionamento de Carboidratos de Baixo Peso Molecular
Para a separação e purificação dos oligossacarídeos encontrados nas 
frações com moléculas de baixo peso molecular, foi utilizada uma coluna de 
adsorção de carvão ativo-celite (1:1 p/p) (PAZUR, 1981) e eluições sucessivas 
com água destilada (obtenção de monossacarídeos) e concentrações 
crescentes de EtOH (5,10, 15, 20 e 50%) para a obtenção de oligossacarídeos 
de diferentes massas moleculares). Cada fração EtOH foi recolhida em tubos 
até que o teste de Ph0 H:H2S0 4  fosse negativo e outra eluição com uma 
próxima concentração de EtOH fosse realizada.
3.4.2. Obtenção de Polissacarídeos
O resíduo proveniente da extração aquosa foi extraído com KOH 2% a 
100°C durante 2 horas em sistema de refluxo. Posteriormente, o resíduo desta 
extração foi extraído com KOH 10% sob as mesmas condições. Tratamentos 
de gelo e degelo (G/DG) e precipitações ácidas com HCI (pH 2,0) também 
foram utilizados na separação de polissacarídeos das frações. Os extratos 
alcalinos 2% e 10%, juntamente com o material precipitado da precipitação 
etanólica do extrato aquoso (ppt EtOH) e demais processos de separação 
foram liofilizados para que se obtivesse o rendimento em peso destas 
extrações. O fluxograma das extrações é mostrado na Figura 02
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Figura 02 -  Fluxograma de extração para separação de polissacarídeos e 
carboidratos de baixo peso molecular de Spondias cytherea (cajá).
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3.5. Análise das Frações
3.5.1. Hidróiise Ácida Total
0 material contendo carboidratos, obtido das extrações foi hidrolisado 
em ácido trifluoracético (TFA) 2M durante 8 horas a 100°C para a obtenção dos 
monossacarídeos que constituem os oligo e polissacarídeos das frações 
(WHITON etal, 1985).
3.5.2. Dosagem de Açúcares Totais
Os açúcares totais das frações foram dosados pelo método colorimétrico 
do fenol-ácido sulfúrico (PhOHihhSO^, como descrito por DUBOIS et al., 
(1956), utilizando-se como açúcar padrão D-glucose. A análise colorimétrica foi 
feita em espectrofotômetro Hitachi U-2001 (X, 490 rim).
3.5.3. Dosagem de Ácidos Urônicos
Para a quantificação dos ácidos urônicos presentes nas frações foi 
utilizado o método colorimétrico do m-hidroxibifenil, descrito por 
BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN (1973). A análise colorimétrica foi 
realizada em espectrofotômetro Hitachi U-2001 (X 520 rim).
19
3.5.4. Dosagem de Proteínas Totais
As dosagens de proteínas em cada fração foram feitas pela metodologia 
descrita por BRADFORD (1976) utilizando o reagente Coomassie Blue 
Brilhante G-250 e albumina de soro bovina (BSA) como proteína padrão 
(300|ig/ml). A análise colorimétrica foi realizada em espectrofotômetro Hitachi 
U-2001 (X 595 rim).
3.5.5. Cromatografia de Partição em Papel
Para a observação das moléculas íntegras que compõem cada fração 
extraída, foram feitas cromatografias descendentes em papel Whatman no. 1 
(24 horas). O material hidrolisado de cada fração também foi analisado quanto 
a sua composição monossacarídica por cromatografia em papel Whatman no.
1 utilizando-se padrões conhecidos. Foram utilizados dois tipos de solventes na 
corrida das cromatog rafias: n-butanol:piridina:H20 (1:1:1) ou n-butanol:piridina 
:H20  (5:3:3) (HOUGH & JONES, 1962).
A revelação das cromatog rafias foi feita pela detecção dos açúcares com 
soluções de AgN0 3 :Acetona (1:250 v/v), NaOH (40%):EtOH (1:25 v/v) e 
tiosulfato de sódio 5% (p/v), de acordo com o método descrito por TREVELYAN 
et al., (1950). Para a detecção de açúcares redutores, as cromatografias foram 
reveladas por cloridrato de p-anisidina:butanol 4% (p/v) como descrito por 
HOUGH et ai, (1950).
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3.5.6. Análise de Ácidos Graxos
As frações lipídicas foram caracterizadas segundo sua composição 
glicídica e de ácidos graxos. Uma amostra de cada fração (5 mg) foi 
metanolizada sob refluxo em solução de HCI 3% em MeOH por 2 horas a 
100°C para a obtenção dos ésteres metílicos de ácidos graxos (MORRISON, 
1986). Foi adicionado AgC03 para neutralizar o HCI. O precipitado foi removido 
e os ácidos graxos éster metílicos foram separados através de uma partição 
entre H20 e CHCb e analisados e quantificados em GC-MS (coluna DB 23 -  
50°C a 250°C -  40°C min'1) comparando-se seus perfis de fragmentação.
3.6. Caracterização Estrutural
3.6.1. Acetilação para Análise em Cromatografia Gasosa Acoplada 
a Espectrometria de Massa (GC-MS)
A composição monossacarídica dos oligo e polissacarídeos de cada 
fração obtida foi determinada por análise através de cromatografia gasosa 
acoplada a espectrômetro de massa (GC-MS -  coluna DB 225 a 50°C até 
250°C -  40°C min'1). O material a ser analisado foi hidrolisado como descrito 
anteriormente, seguido de redução com boridreto de sódio (NaBH4) por 12 
horas e então acetilados com anidrido acético por 1 hora a 120°C (WHITON et 
al., 1985).
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3.6.2. Metilação para Análise em Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massa (GC-MS)
Alíquotas do material foram metiladas segundo o método descrito por 
CIUCANU & KEREK (1984) adicionando-se cerca de 1ml de DMSO e NaOH 
rigorosamente seco e agitando-se em vortex para a solubilização. Adicionou-se 
ao meio iodeto de metila (CH3I) para a reação de substituição e metilação das 
moléculas. Ao término do processo, gelo e gotas de H2SO4 0,5 N são 
adicionados para neutralizar a solução que foi então dialisada. O material foi 
então hidrolisado e processado como descrito acima para sua acetilação e 
análise no GC-MS.
3.6.3. Carboxirredução de Polissacarídeos Ácidos
Polissacarídeos ácidos encontrados nas amostras obtidas de S. 
cytherea sofreram carboxirredução com carbodiimida segundo TAYLOR & 
CONRAD (1972), para neutralizar os terminais carboxílicos dos ácidos 
urônicos. Aproximadamente 20mg de material foram dissolvidos em tampão 
MES com posterior adição de carbodiimida, agitando por 1 hora com posterior 
adição de tampão TRIS até pH 7,0. Boridreto de sódio (NaBI-U) foi adicionado e 
o material reduzido “ovemight”. O material é então neutralizado com HCI até pH 
5,0 e dialisado exaustivamente para a retirada do NaBH4 e HCI.
3.6.4. Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN)
Os carboidratos foram caracterizados estruturalmente utilizando 
espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) de 13C realizados em 
um espectrômetro Bruker Avance DRX 400 com freqüência de 100 MHz com 
tubos de quartzo de 150m de comprimento e 5 mm ou 10 mm de diâmetro. Os 
deslocamentos químicos foram expressos em ppm (ô). O solvente utilizado foi 
D2O e acetona (5 30,2) foi utilizada como padrão interno das análises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
4.1. Rendimento das Frações
Após a liofilização da polpa da fruta de Spondias cytherea (cajá), 36g da 
polpa seca foram utilizadas na realização de extrações sucessivas com 
diferentes solventes para que fossem obtidas diversas frações de material 
glicídico (Figura 02).
Grande parte do material (88,4%) foi removido durante os processos de 
extrações deixando pouco resíduo que não foi extraído com nenhum dos 
solventes utilizados, sendo então, descartado. Do material extraído, observa-se 
que mais de três quartos (-77%) são compostos de baixo peso molecular 
retirados nas primeiras extrações. O restante (-17%) são compostos 
polissacarídicos, ou seja, material de peso molecular mais elevado. O material 
extraído na extração aquosa foi precipitado em etanol e centrifugado (10 min, 
15°C a 12.000 rpm), as frações resultantes foram: Sobrenadante Etanólico da 
extração Aquosa (sbn EtOH) e Precipitado Etanólico da extração Aquosa (ppt 
EtOH). Com o material precipitado da fração aquosa (ppt EtOH) foi feito um 
tratamento com HCI (pH 2,0) para separar os polissacarídeos neutros dos 
ácidos. Este tratamento forneceu outras duas subfrações: Sobrenadante HCI 
do Precipitado EtOH (sbn HCI) e Precipitado HCI do Precipitado EtOH (ppt 
HCI). O peso e o rendimento das frações obtidas durante as extrações 
seqüenciais são mostrados na Tabela 01.
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Tabela 01 -  Peso e rendimento das frações obtidas através de extrações
sucessivas da polpa do fruto de Spondias cytherea.________________________
Frações Peso (g) Rendimento (%) Rendimento Total
CHCI3:MeOH (2:1) 6,9 19,2
Acetônico 1,1 3,1 76,6% *
Etanólico 8,3 23,2 (27,5g)
Sbn EtOH 11,2 31,1
Ppt EtOH 2,3 6.4
Sbn HCI 1,8 5,1 17,3% o 
(6,2g)Ppt HCI 0,3 0,9KOH 2% 1,6 4,3
KOH 10% 0,2 0,6
TOTAL 33,7 93,9
A Material de baixo peso molecular. B Material de alto peso molecular.
A porcentagem de material de baixo peso molecular encontrada na 
polpa da fruta de cajá é muito elevada, diferente da maioria dos materiais 
estudados que apresentam muito material de peso molecular elevado em 
relação a compostos de menor peso. Aproximadamente 20% do material foi 
extraído com os solventes CHCbiMeOH (2:1 v/v) e Acetona. Estes extratos 
apresentam grande quantidade de material lipídico o que explica a alta 
insolubilidade desta polpa em água na preparação de sucos e doces. Este 
dado foi facilmente confirmado com a utilização de 3g da polpa seca de cajá 
que foram solubilizados em água e centrifugados por 5 minutos a 10.000rpm. O 
precipitado e o sobrenadante foram então secos e pesados mostrando que 
aproximadamente 20% do material (0,62g) mostrou-se insolúvel em água. O 
restante do material (2,38g - ~80%) foi considerado solúvel.
Uma pequena fração da polpa integral seca foi utilizada na quantificação 
de glicídios totais e ácidos urônicos para a obtenção de um dado básico inicial. 
O resultado destas quantificações mostrou que a polpa integral seca apresenta 
46% de açúcares e 2,8% de ácidos urônicos.
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4.2. Detecção e Quantificação Monossacarídica das Frações
A presença de material glicidico nas frações foi evidenciada através de 
cromatografia descendente em papel Whatman no. 1 (solvente: n- 
butanol:piridina:água -  1:1:1) e revelação com AgNC>3 (Figura 03). Este 
método mostrou-se eficiente na evidenciação de oligos e monossacarídeos 
presentes nas frações que apresentavam compostos de baixo peso molecular. 
A presença de polissacarídeos não pôde ser evidenciada desta forma uma vez 
que estas moléculas apresentam um peso molecular muito elevado e 
permanecem na linha de base da corrida cromatográfica. As frações foram 
então submetidas à hidrólise ácida com TFA 2M (100°C -  8h) para que as 
unidades monossacarídicas fossem separadas e uma nova cromatografia em 
papel foi realizada, desta vez mostrando os monossacarídeos presentes em 
cada fração, inclusive nas frações polissacarídicas (Figura 04).
Man Rha Ara Ext. Ext. Ext. koh koh sb n sbn pp t á c . Rib sac
Glu FUC xyl CHCb Aceto EtOH 2% 10% EtOH HCl HCl Gal
Gal
Figura 03 -  Cromatografia em Papel das frações não hidrolisadas obtidas de
S. cytherea revelada com AgNÜ3 (solvente: n-butanol:piridina:água -  1:1:1).
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wan Rna Ara Ext. Ext. Ext. koh koh sbn sbn ppt â c . Rib sac
Glu Fuc xyl CHCl 3 Aceto EtOH 2% 10% EtOH HCl HCl Gal
Gal
Figura 04 -  Cromatografia em papel das frações hidrolisadas obtidas de S. 
cytherea revelada com AgNCh (solvente: n-butanol:piridina:água -  1:1:1).
Para a confirmação da composição monossacarídica das frações 
principais foi realizada uma análise em cromatógrafo gasoso acoplado a um 
espectrõmetro de massa (GC-MS). As frações sbn HCI, ppt HCI, sbn EtOH, 
KOH 2%, KOH 10% e o extrato etanólico foram hidrolisados (TFA 2M -  100°C -  
8h), reduzidos com NaBH4 (25°C -  12h) e acetilados com anidrido acético 
(120°C -  1h) formando assim os alditóis acetatos dos respectivos 
monossacarídeos presentes em cada fração capazes de se volatilizarem na 
coluna gasosa do cromatógrafo e serem analisadas conforme seu tempo de 
corrida e perfil de fragmentação no GC-MS. Os resultados obtidos desta 
análise são apresentados na Tabela 02.
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Tabela 02 -  Composição monossacarídica das frações obtidas de Spondias
cytherea segundo análise em GC-MS
Monossacarídeos
FRAÇAO
KOH 2% KOH 10% Ext. EtOH Sbn EtOH Ppt HCl Sbn HCl
Ramnose 0,6 1,3 0,1 0,1 - 13,1
Fucose - - - - - 0,9
Arabinose 35,6 46,9 - 1,3 4,7 40,6
Xilose 11,1 - - - - 1,5
Manose 8,1 5,2 0,4 - 4,8 1,9
Galactose 32,3 45,6 - - 12,4 23,6
Glucose 12,4 - 97,3 97,5 78,1 15,7
Inositol - - 1,2 1,8 - -
3 Alditóis acetatos obtidos por hidróiise ácida, seguida de sucessiva redução e acetilação 
analisados por GC-MS (coluna DB-225) a 50oC até 250°C (40°C min'1).
Não foi detectada a presença do monossacarídeos frutose nos testes 
cromatográficos e de fragmentação de massa, um dado interessante uma vez 
que este produto está entre os mais comumente encontrado nos vegetais. 
Também não foi detectada a presença do dissacarídeo sacarose nas 
cromatografias em papel (Figuras 03 e 04) outro açúcar característico de frutos.
4.3. Purificação dos Polissacarídeos
Foram recolhidas alíquotas das frações sbn HCl (1,4g), ppt HCl (0,3g) e 
KOH 2% (1,5g) e realizado um tratamento de gelo e degelo (G/DG) como 
passo inicial no processo de isolamento de seus polissacarídeos e pectinas 
componentes. Este tratamento gerou duas subfrações (sbn G/DG e ppt G/DG) 
para cada uma das frações trabalhadas. O peso e rendimento em porcentagem 
das subfrações obtidas está demonstrado na Tabela 03. Para facilitar a 
identificação das frações, foram dados nomes a cada uma delas também 
mostrados na Tabela 03.
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Tabela 03 -  Peso e rendimento das frações G/DG de Spondias cytherea.
FRAÇAO SUBFRAÇÕES G/DG PESO (g) RENDIMENTO (%)



















a Nome dado às frações para facilitar sua identificação.
Para a detecção de amido foi utilizado o reativo de lugol nas frações sbn 
HCl, ppt HCl e KOH 2%. Como já era previsto, o resultado da reação foi 
positivo, mostrando que as frações continham amido. Desta forma todas as 
subfrações do processo de G/DG, exceto a subfração SASP, por conter pouco 
material, foram submetidas a um tratamento com amilase (37°C ovemight) para 
degradar o amido principalmente em suas unidades dissacarídicas de glucose 
(maltose). Cada subfração foi então dialisada para a retirada dos 
oligossacarídeos. O peso de cada subfração antes e após o tratamento com 
amilase e a porcentagem de amido presente em cada uma delas estão 
demonstrados na Tabela 04.
Tabela 04 -  Porcentagem de amido em cada subfração G/DG
PESO (g)
SUBFRAÇÃO Antes do Tratamento 
com Amilase
Depois do Tratamento 
com Amilase
AMIDO (%)
PAPS 0,18 0,13 17,0
SASS 1,22 1,05 10,1
PAPP 0,24 0,18 0,1
SASP3 0,06 - -
PAPK2 0,53 0,48 8,5
SASK2 0,97 0,27 71,3
3 A porcentagem de amido na fração SASP não foi quantificado devido a pouca 
quantidade de material.
29
A fração SASS foi a fração contendo polissacarídeos escolhida para dar 
continuidade aos experimentos e ser caracterizada estruturalmente por 
apresentar a maior quantidade de material. Desta forma, 3mg de SASS, agora 
destituída de amido, foram hidrolisados, reduzidos e acetilados para serem 
analisadas em GC-MS e comparadas com os dados anteriores. Esta fração 
apresentou uma composição monossacarídica composta principalmente de 
Ara, Gal, Glc e Rha numa razão molar de 41:33:15:10. Contudo, suspeita-se 
que a porcentagem de glucose detectada seja algum resíduo de amido 
remanescente, da amostra devendo portanto ser desconsiderado. O material 
SASS foi então levado para análise de homogeneidade em GPC e os gráficos 
de espalhamento de luz e índice de refração são mostrados na Figura 05.
4.3.1. Caracterização Estrutural do Polissacarídeo
Time (min)
Figura 05 -  Análise de GPC do material SASS. (— ) índice de refração; (b*d) 
Espalhamento de luz. Detalhe da análise de índice de refração mostrado no 
canto superior direito.
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Uma parte do material de SASS foi solubilizada em D2O e levada para 
análise em RMN. O espectro de RMN de 13C é mostrado na Figura 06 e mostra 
uma mistura de polissacarídeos possivelmente uma pectina e uma 
arabinogalactana Pode-se observar a presença de grupos ácidos da carbonila 
na fração devido aos sinais presentes em campo baixo (170 a 174 ppm). A 
presença de um sinal bem pronunciado em 8 52,86 evidencia a presença de 
um grupo O-metil presente na fração.
Figura 06 -  Espectro de 13C-RMN da fração SASS. A região de carbono anomérico 
está mostrada em detalhe, (padrão interno de acetona: ô 30.23)
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Uma análise de metilação (CIUCANU & KEREK, 1984) foi realizada 
utilizando-se a fração SASS que foi posteriormente analisada em GC-MS. Os 
derivados O-Me-alditol acetados encontrados são mostrados na Tabela 05.
Tabela 05 -  Análise dos O-Metil-alditol acetatos obtidos da fração SASS
O-Me-alditol acetatos
% de O-Me-alditol acetato
R t b Fração SASS Tipo de Ligação
2,3,5-Me3-Ara 7:46 22,1 Araf-(1^
2,5-Me2-Ara 9:48 8,5 3^)-Ara/H1->
2,4-Me2-Rha 10:03 7,4 3-»)-Rhap-(1->
2,3-Me2-Ara 10:36 9,8 5^)-Araf-(1-*
2,3,4,6-Me4-Glc 11:05 15,3 Glcp-(1->
3-Me-Rha 12:36 2,9 2,4-»)-Rhap-(1->
2,3,6-Mes-Gal 14:38 13,3 4->Galp-(1->
2,3-Me2-Gal 22:45 19,7 4,6^)-Galp-(1^
a O polissacarídeo foi metilado segundo Ciucanu & Kerek (1984). 
b Tempo de retenção (Rf) em minutos; 50°C a 220°C (40°C min'1).
A fração SASS foi posteriormente aplicada em uma coluna de DEAE- 
Sepharose para a separação de polissacarídeos carregados e neutros. As 
eluições foram feitas com NaCI (0,1 e 1,0M) e NaOH (1,0M) resultando 
portanto em 3 frações. A fração eluida com NaCI 1,0M apresentou o melhor 
rendimento e assim foi submetido para análise em RMN. O espectro de RMN 
de 13C é mostrado na Figura 07. Utilizou-se esta amostra para uma 
quantificação de ácido urônico da fração utilizando o método descrito por 
BLUMENKRANTZ (1973). O resultado da quantificação mostrou uma molécula 





Figura 07 -  Espectro de RMN de 13C da fração eluida em coluna de de DEAE- 
Sepharose com NaCI 1,0M (padrão interno de acetona: 8 30.197)
4.4. Carboidratos de Baixo Peso Molecular
O extrato aquoso sofreu precipitação etanólica (3v/v) e o sobrenadante 
etanólico (SBN EtOH) deste tratamento foi recolhido para que fosse realizada a 
análise dos oligossacarídeos presentes nesta fração. O espectro de RMN de 
13C mostra os sinais em ppm (8) encontrados na fração SBN EtOH (Figura 08). 
Uma análise comparativa dos sinais encontrados no SBN EtOH com os sinais 
apresentados pela sacarose (Glup 1-»2 Fruf) comprova a ausência deste na 
fração (detalhe Figura 08), como previsto nas cromatografias em papel (Figuras 
03 e 04), um dado interessante, uma vez que este dissacarídeo é um dos 
principais açúcares encontrados em frutos.
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Figura 08 -  Espectro de RMN de 13C do sobrenadante etanólico (SBN EtOH). 
Comparação do espectro obtido de SBN EtOH (vermelho) e do espectro de 
13C-RMN da sacarose (azul).
Um fracionamento da fração SBN EtOH foi realizado utilizando-se uma 
coluna de carvão ativo:celite (1:1 p/p) e eluições com água e concentrações 
crescentes de etanol até que cada eluição fosse negativa ao teste do 
Ph0H:H2S04. As frações recolhidas da coluna foram então hidrolisadas, 
reduzidas e acetiladas para análise em GC-MS. A composição 
monossacarídica encontrada em cada nova fração está mostrada na Tabela
06.
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Tabela 06 -  Composição monossacarídica presente nas frações obtidas da
coluna de carvão:celite do material SBN EtOH de Spondias cytherea.
Monossacarídeos a










Ramnose - 1,82 - 1,69 3,36 2,18
Fucose - - - - 1,01 -
Arabinose - 3,07 - 4,8 6,37 9,85
Manose 17,68 42,41 - 8,32 23,48 15,11
Galactose - 3,15 - 2,64 3,35 16,47
Glucose 78,71 46,13 - 81,41 61,24 56,39
Inositol 3,61 3,42 - 1,19 1,58 -
3 Alditóis acetatos obtidos por hidrólise, sepuida de sucessiva redução e acetilação 
analisados por GC-MS (coluna DB-225) a 50 C até 250°C (40°C min'1). Não foi possível 
determinara composição monossacarídica da fração EtOH 10%
Foi realizado um experimento para observar a presença de 
monossacarídeos livres naturalmente reduzidos (álcoois) na fração SBN EtOH. 
Foram separadas quatro alíquotas com 5 mg e cada uma recebeu um 
tratamento diferenciado para serem analisadas em GC-MS. A primeira alíquota 
foi somente acetilada utilizando-se anidrido acético por 1h a 120°C. A segunda 
alíquota foi reduzida com NaBH4 overnight e acetilada da mesma forma que a 
primeira. As duas outras alíquotas foram hidrolisadas com TFA 2M por 8h, uma 
foi diretamente acetilada, a outra contudo foi reduzida com NaBH4 antes da 
acetilação.
Os cromatogramas deste experimento obtidos através de análise em 












Fig. 09 -  Cromatogramas obtidos em GC-MS por tratamentos diferenciados de 
quatro alíquotas da fração SBN EtOH. 1) acetilado; 2) reduzido e acetilado; 3) 
hidrolisado e acetilado; 4) hidrolisado, reduzido e acetilado. (Coluna DB-225 a 
50°C até 250°C - 40°C min'1). Valores mostrados em porcentagem relativa.
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Os cromatogramas mostram a presença do alditol manitol (Rf ~ 21:00 
min) e glucose (Rt ~ 23:50 min) principalmente. O cromatograma 1 mostra a 
presença do alditol acetato da manose, evidenciando a presença de manitol 
livre na fração SBN EtOH. Um aumento na porcentagem de glucose quando o 
material foi reduzido e acetilado (2) em comparação ao material somente 
acetilado (1), mostra a presença de glucose livre não reduzida na amostra e, 
um aumento ainda maior observado no cromatograma 4, evidencia a presença 
de oligossacarídeos contendo glucose na fração que, contudo, não provém de 
sacarose, uma vez que a presença deste dissacarídeo foi descartada pela 
análise comparativa dos espectros da sacarose e da fração SBN EtOH em 
análise de RMN 13C (Figura 08). A Tabela 07 mostra as porcentagens dos 
principais alditol acetatos encontrados nas análises das diferentes alíquotas da 
fração SBN EtOH.
Tabela 07 -  Composição monossacarídica das alíquotas da fração SBN EtOH 
tratadas diferentemente ____________________________
___ _____ ; a Alíquotas da Fração SBN EtOHMonossacandeo 1 2 3 4
Arabinose 10,36 % 3,72 %
Manose 86,45 % 22,23 % 65,74 % 4,18%
Glucose 77,16% 15,03% 87,88 %
Inositol 4,86 % 2,27 %
a Alditóis acetatos dos monossacarídeos correspondentes analisados por GC-MS 
(coluna DB-225) a õÔC até 250°C (40°C min'1). 1) acetilado; 2) reduzido e acetilado; 3) 
hidrolisado e acetilado; 4) hidrolisado, reduzido e acetilado.
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4.5. Composição de Ácidos Graxos
A evidenciação química das frações contendo material lipídico foi 
iniciada por metodologia de metanólise onde 5mg dos extratos clorofórmico, 
acetônico e etanólico foram submetidos a análise da composição de ácidos 
graxos. Este processo liberou os metil-ésteres de ácidos graxos dos 
componentes lipídicos presentes nas frações (glicolipídeos, triglicerídeos, 
fosfolipídeos, etc) que foram então, submetidos a análise em GC-MS (coluna 
DB-23). Os ácidos graxos obtidos com seus respectivos tempos de retenção e 
fragmentos de massa são mostrados na Tabela 08.
Tabela 08 -  Composição de ácidos graxos das frações lipídicas de Spondias cytherea
Ácido Graxo a
R tb
% de ácidos graxos nas frações
1 c 2° 3 c Fragmentos de Massa (m/z)
Ci2:o(dodecanóico) 6:50 0.6 - - 214, 171, 143, 129, 74, 59, 43, 41
C140 (mirístico) 8:22 5.4 2.7 0.8 242, 199, 143, 129, 87, 74,43,41
Ci6:o (palmítico) 10:28 45.8 42.3 10.0 270, 227, 185, 143, 74, 55, 43, 41
C161 (7-hexadecanóico) 10:49 2.8 2.8 0.4 268, 193, 165, 152, 74, 69, 55, 41
Ci7:o (heptadecanóico) 11:37 0.4 1.0 0.1 284, 241, 199, 143, 129, 74, 43, 41
Cisio (esteárico) 13:00 5.9 5.4 61.0 298, 255, 199, 143, 129, 74, 55, 41
Ci8:1 (oleico) 13:32 - - 13.8 296, 264, 222, 180, 110, 97,74,41
Ci8:2(linoleico) 14:14 23.5 31.4 5.9 294, 262, 217,192, 95, 81, 67, 41
Ci8:3 (linolênico) 14:58 8.4 8.8 2.6 292, 263, 199,173, 95, 79, 67 ,41
C20:4 (aracdônico) 15:48 1.6 0.9 0.5 326, 297, 283, 269, 199, 143, 41
C220 (docosanóico) 19:16 3.5 2.8 1.6 354, 338, 311, 269, 199, 143, 41
C24:o (lignocérico) 24:22 1.9 1.8 2.7 382, 339, 283, 199, 143,74,41
3 Ácidos graxos metil ésteres obtidos após metanólise e analisados por GC-MS (coluna DB-23) 
b Tempo de retenção (Rt) em minutos; 50°C a 220°C (40°C min'1). 
c 1 extrato CHCI3:MeOH (2:1, v/v); 2 extrato C=0(Me)2; 3 extrato EtOH.
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A análise de RMN de 13C do extrato clorofórmio:metanol (CHCh.MeOH -  
2:1 v/v) mostrou a presença de muito pouco material glicídico no extrato. Os 
sinais que prevalecem são realmente os equivalentes aos componentes 
lipídicos da amostra. A região de campo mais baixo mostrada no espectro (170 
a 180 ppm) mostra os sinais correspondentes as carbonilas terminais dos 
ácidos graxos livres. Pode-se também observar os sinais na região próxima a 
130 ppm evidenciando a presença dos ácidos graxos insaturados, que 
encontram-se em quantidades relativamente altas nesta fração (-34%), e na 
região de campo mais alto (entre 10 e 45 ppm) nota-se a os sinais 
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Fig. 10 -  Espectro de RMN de IJC do extrato CHChMeOH (2:1 v/v)
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5. CONCLUSÕES
Analisando os resultados obtidos neste trabalho são apresentadas as
seguintes conclusões:
a) Uma grande porcentagem do material contido na polpa do fruto de 
Spondias cytherea (-88%) foi retirada durante os processos de extração. 
Desta porcentagem total extraída, 76% são compostos por moléculas de 
baixo peso molecular e 12% constituídos por componentes de peso 
molecular elevado.
b) A fração analisada contendo compostos de baixo peso molecular (sbn 
EtOH) é constituída principalmente por manitol e glucose livres e 
oligossacarídeos contendo glucose, porém não foi detectada a presença de 
sacarose na fração.
c) O principal ácido graxo encontrado nas frações lipídicas após metanólise foi 
o ácido palmítico (Ci6:o). Ácido esteárico (Ci8;o) apresentou um alto 
rendimento na fração etanólica e o ácido graxo insaturado C1&2 (ác. 
linoleico) foi extraído principalmente nas frações clorofórmica e acetônica.
d) A polpa integral de Spondias cytherea apresentou -5% em peso de amido 
sendo que a maior parte do amido foi extraída na fração alcalina 2% cujo 
sobrenadante gelo/degelo apresentou 71% de amido.
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e) O polissacarídeo arabinogalactana encontrado apresenta-se como uma 
molécula ramificada com uma cadeia principal de galactose (1->4) e 
ramificações de arabinose. A quantidade deste polissacarídeo corresponde 
a menos de 1% em peso da polpa integral do fruto.
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